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ENERGIETRANSFERSYSTEME 



FOr die Detekaon sowie die tdena.iz.rung - ^er RNS 
chenden komplementaren Nukleoadstrangen *^SXS!n 2 Diagnose und die%rkennung von 
sehr hoher SpezffitiSt und weisen desvregen em hohe i Potential «lr die uiagno 
Krankheiten auf (Methods Enzyroomlogy 68, 3 J^ [1 ^ is , dje sogenannte Southern Blot 

Elne Technik zur DurchlOhrung solcher ^f^^^ilt und mit dam weteren Nachtell 
Methode (J. MoL Biol. 98. 503 P975J). "^^^tef^Zldet warden. Dahar s.nd 
behaftet dass in der Regel radloaktlve teotope. z.B. P. bei Hybridisierungavertahren zu 

"Km**** sowoh, die Teohnik » ^^^Z^^^^ S 
Radioaktivitat zu ersetzan, bieten fluoresce tn^Swmergasegt (Ann. Phys. 2. 
einan Akzoptor stattfindet Solcha ^"^^^Z^^Z^^^^^^^ 
55 [t948]). 6leiohzei«g wurde von B h ?i^^rSle.ohung). Uaberlappt die 

S2SSS SEAS SSLTSSSJ^"- - — s ■ — ■ 

ein Rutheniumkomptex ist. nonor-Akzeptor-Energletransfersyste- 
Diese Energietransfersysteme konnen .m warteren S.nne . auchi P J verstande n 

me deflnlert warden. Unter dar a*"**^^ 

^^^^JSSSZS^ — - warden, die be«h,gt 
erfolgt Ober die langwellige "metal to ^^..^^SiS^bw «" <* nem d - EteWron 
° Cr °S ESS (uTaignen *h Lumazinderivate ond ahniicha -Systeme dar 



altgemeinen Formal 




worin Ri und Rj jeweils fOr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte C^o-AlkyiW V-Rlbosy., V- 
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(22-DesoxyribosyO Oder den Rest einer analogen HydroxyverWndung stehen; R, Mr en "^J^ 
Se^Snenfais substituierte C t -,o-AIkytgruppe stent und (U «r eto Qegebenenfalls subrtM 
C^o-XSruPPe. V-Ribosyl. 1" (? -Desoxyribosyl) Oder den Rest elner analogen Hydroxyverblndung 



stent. 

oder der allgemeinen Formel 



30 




N^^R 5 ii 



worin Rs und Rs jeweils fOr eine gegebenenfails substituierte C t -,o-A!kylgruppe stehen; und R 7 und Rs (Or 
r- Ribosyl. V(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen, beispielsweise 
eines C-Nuideosldderivates, wie in J. Org. Chem. 54. 3927 (1989) beschrieben. 

Unter analogen Hydroxyverblndungen werden Verbindungen mit einer oder mehreren Hydroxygruppen, 
uber die sich eine kovalente Kopplung an andere Molekaie erreichen iasst. verstanden. Unter den 
Lumazinderivaten werden sowohl die «-als auch die 0-Anomeren verstanden. Die Zuordnun 9 i mr | ^ t ° 2 ^; i f- 
Anomere wurde auf Grund publizierter Daten in den elnschlagigen Fachliteratur. z.B. mittels H-NMR 
(Chem Ber. 108, 1401 (1973). Uebigs Ann. Chem. 1217-1234 (1977)) durchgefUhrt Bgene neueste 
Untersuchungen mittels ROntgenstrukturanalyse zeigten, dass das ursprungliche a-Anomere in Wlrkllchkett 
/S-Anomeres ist und umgekehrt. 

Die Ruthenlumkomplexe sind Verbindungen der allgemeinen Formel 

Ru 2 * L, L Z U til 

wobei die Ltganden Li. L 2 und U gleich oder verschieden slnd und LadungsfJbertragungsQlnhelten 
darsteilen und der Ugand U mit einer Gruppe A-X substituiert 1st, wobei A eine Alkyiengruppe, die auch 
Sulfonamid-, Thioather-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamidfunktionen tragen kann und X eine Aldehyd-, 
Carboxy- Hydroxy-. Amino-, Thiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphlt- oder Phosphatgruppe oder 
as eine modifizierte Phosphatgruppe, z.B. eine Phosphonat-oder Thlophosphatgruppe. oder eine sonstwie 
geeignete Funktion darstelft 

So wie hier verwendet, stent der Ausdruck "Ci- 10 -Alkyl" fUr eine gerade oder verzweigte, gegebenen- 
fails substituierte Alkylkette. die 1-10 C-Atome enth&lt wie z.B. Methyl. Aethyi, n-Propyl. Isopropyl. n-Butyl. 
Isobutyl, sek. Butyl, tert Butyl, n-Pentyl, n-Hexyl, usw. Bevorzugte Alkylgruppen sind Methyigruppen. 
40 Unter substituierten Alkylgruppen werden solche verstanden. die die Fa'htgkeit zur EnergieUbertragung 
nicht negativ beelnflussen. _ 

Beispiele fur LadungsDbertragungseinheiten L,. L a und U sind Bipyridyl, Bathophenanthrolln Oder 
Benzbathophenanthrolin. die gegebenenfails substituiert seln konnen. 

Die Alkyiengruppe A kann gerade oder verzweigtkettlg sein. Ganz besonders bevorzugt ist A eine 
45 -(CH 2 )*- oder -(CH 2 )s-Gruppe und X eine -OH-Gruppe. 

Bevorzugte erflndungsgemasse Energietransfersysteme sind DNS- oder RNS-Sequenzen. die Chromo- 
phore vom Lumazintyp in kovaienter Bindung enthalten und die entweder in modifizierter Form, vorzugswei- 
se in aminomodifizierter Form, oder in unmodifizierter Form direkt oder Uber eine Spacer-Gruppe durch 
Reaktion mil einem Rutheniumkomplex der Formel III kovaient verknUpft sind. Bevorzugt ist eine kovalente 
so Bindung am F-Ende der DNS- oder RNS-Sequenzen, am 3'-Ende oder innerhalb der DNS- oder RNS- 
Sequenzen, die zu diesem Zweck entsprechend modiflziert sind. 

Gemass vorliegender Erfindung konnen die Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz oder innerhalb der DNS- oder RNS-Sequenz anstelle eines Nukleosids eingebaut werden, 
wobei der Elnbau in beliebiger Welse erfolgen kann. Es konnen aber auch mehrere. vorzugswetse 2-8 
55 aufeinanderfolgende Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder RNS-Sequenz. oder innerhalb 
der DNS- oder RNS-Sequenz. anstelle mehrerer Nukleoside eingebaut werden. Denkbar ware es auch. die 
Chromophore vom Lumazintyp so zu modifizieren. dass ihre Bindung auch an entsprechend modifizierte 
Basen oder an das Zucker-Phosphat RUckgrat erfolgen kann. 
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Besonders bevorzugte erffndungsgemSsse Energietransfersysteme sind: 

Ru 2 * Li U U d(LuGTTQACAAQMTCCTCACAATACC) 3', 
Ru 2 * U U Ls d(GTLuGACAAQAATCCTCACAATACC) 3', 
Ru 2 * Ln U U d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 * Li Lz U d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3\ und 
Ru 2 * U U U d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3' 

bei denen der Rulheniumkomplex (Ru complex) der allgemeinen Formel HI aber eine sehr stabile 
Phosphodlesterbindung an die DNS gebunden ist und die Chromophore vom Luma2intyp H^-desoxy-a-D- 
ribofuranosylh6,7-dimethyMumazin (Lu) sind (siehe Figur 1). 

Die Chromophore vom Lumazintyp und Rutheniumkomplexe der Formel Hi konnen aber auch in 
verschiedenen DNS- Oder RNS-Sequenzen eingebaut ais Energietransfersysteme verwendet warden. Sle 
kSnnen aber auch in Peptide Oder Polypeptide eingebaut als Energietransfersysteme verwendet werden. 
Bn Ensatz in anderen MolekQIarten ist ebenfalts denkbar. 

Der Ausdruck "DNS- odor RNS-Sequenzen" stent fur natQrliche Oder synthetisch hergestellte. unmodlfi- 
zlerte oder modifizierte DNS- oder RNS-Sequenzen. 

Die Rutheniumkomplexe der allgemeinen Formel ill konnen gemass Europalscher Patentanmeldung, 
Ver6ffenttichungs-Nr. 178450, hergestellt werden. 

Die Kopplung der Rutheniumkomplexe der allgemeinen Formel ill an die DNS- oder RNS-Sequenzen, 
die ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthalten, erfolgt In an sich bekannter Welse. Bne 
m6gliche Kopplungswelse mit modlflzierter DNS oder RNS besteht darin. dass man den Rutheniumkomplex 
der Formel III und die modifizierte DNS- bzw. RNS-Sequenz mit einem wasseri6slichen Carbodiimidderivat, 
z.B. mit N-Cyclohexy1-N42-morpholinoSthylKarbodiimid-methyl-p-toluolsulfonat behandelL Ein besonders 
bevorzugtes KoppJungsmittel ist 1 ,1 ,3,3-Tetramethyl-2-succinyluronium Tetrafiuoroborat (1:1). nachfolgend 
"TSU" genannt (das vorerwahnta TSU* kann hergestellt werden, wie es in der offengelegten japanischen 
Patentanmeldung Nr. 166730786 beschrieben ist). Die Kopplung erfolgt vorzugsweise in einem Losungsmit- 
telgemisch, z.B. aus DMF, Dioxan oder Wasser. Ueberraschenderwelse wurde gefunden, dass eine 
Aktivierung von Carboxylfunktionen mit TSU auch In Anwesenheit von Wasser vonstatten geht 

Die Kopplung kann aber auch direkt erfolgen, z.B. Uber eine Phosphodiesterbindung, die in einem 
Lfisungsmlttel. wie Acetonltril oder absolutem Pyrldin ausgebildet wird. Die Rutheniumkomplexe fUr eine 
dlrekte Kopplung werden in eine fUr die Kopplung geeignete Form UberfOhrt. vorzugsweise in 
Phosphoramidit-, H-Phosphonat- oder aktlvierte Phosphatfunktionen. 

Die Phosphoramiditderivate der Rutheniumkomplexe konnen in situ fOr die Kopplung in der Oligonu- 
kleotidsynthese hergestellt werden (Bannwarth und Schmidt, Tetrahedron Letters 30, 1513 (1989)). 

Die Rulheniumkomplexe In Form ihrer H-Phosphonate sind durch Umsetzung des mit einer Hydroxyai- 
kylgruppe derivatlsierten Ruthenlumkomplexes mit Trisimidazoylphosphin (FrQhler et al.. Nucleic Acid 
Research 14, 5399 (1986)) oder mit Saiizylchlorophosphin als Reagenz (Marugg et al., Tetrahedron Letters 
27, 2271 (1986)) und nachfotgender Hydrolyse erhaltlich. Die Herstellung kann gemass Figur 6 erfolgen. 
Die so erhaitenen H-Phosphonate lassen sich in bekannter Weise in der Synthese von Oligonukleotiden 
verwenden (Garreg et al.. Chemica Scripta 25, 280 (1985)). 

Die Herstellung der DNS- oder RNS-Sequenzen. die ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukleoside eingebaut haben oder zusStzlich an einem Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz enthalten, erfolgt in an sich bekannter Weise. Die Chromophore vom Lumazintyp werden In 
eine fOr die Kopplung geeignete Form Uberttlhrt. vorzugsweise in Phosphoramidit-. H-Phosphonat- Oder 
aktivlerte Phosphatfunktionen. Die Kopplung erfolgt vorzugsweise an das wachsende DNS- oder RNS- 
Fragment wShrend der Synthese, Die Synthese kann sowoht in flUssiger Phase als auch an fester Phase 
durchgefGhrt werden, wie sie beispielsweise in Science 230, 281 (1985). Chimia 41, 302 oder In 
"Oligonucleotide Synthesis: A practical Approach", IRL Press, Oxford, UK, M.J. Gait, Ed. (1984) beschrie- 
ben ist 

Besonders bevorzugte DNS-Sequenzen, in welche ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukleoside oder zusatzlich am 5'-Ende eingebaut sind, sind: 

d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3*. 
d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3', und 
d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3* 



EP 0 439 036 A2 



DiSe DNS- Oder RNS-Sequenzen Widen auch einen Gegenstand der 

Ebenfalls einen Gegenstand der vorilegenden Erfindung bilden die Umaandenvate und ahnhcte 
Systeme der allgemeinen Formel 



10 




worin Ri und R 2 jeweils fUr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte C,-,o-AMcylgruppe. 1 -Rlbosyl. 1 - 
(2'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen; R 3 fur em H-Atom Oder fur 
eine gegebenenfalls substituierte C,-,o-Alkylgruppe stent; und R* fur eine gegebenenfalls substotu.erte 
C,-,o-A!kylgruppe, V-Ribosyl. 1 '(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stent. 
Oder der allgemeinen Formel 
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36 worin Rs und FU jeweils fQr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe stehen; und R 7 und R 8 fOr 
r-Ribosyl, r^'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. beispielsweise 
eines C-Nukleosidderivates, wie in J. Org. Chem. 3927. 16 (1989) beschrieben. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform hat das Lumazinderivat die folgende Formel: 



I 

R 3 
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worin Ri und R 2 fur eine gegebenenfalls substituierte C,-io-AIkylgruppe. vorzugsweise eine Methylgruppe. 
stent; und R* fOr r-Ribosyl Oder 1 '(^-Desoxyribosyl) steht. 

Bn besonders bevorzugtes Lumazinderivat ist i^^esoxy-a-DHibonjranosyO^J-dimethyl-lurhazin 
(siehe Verbindung 1 in Rgur 2). 

Die vorstehend genannten Lumazinderivate konnen wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Ber. 106. 
1401 (1973) beschrieben, hergestellt werden oder in analoger Weise hierzu. 

Eln welterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bilden Phosphoramidite und H-Phosphonate der 
vorstehend genannten Lumazinderivate. die fur die Festphasen-oder LSsungssynthesen von Oligo- oder 
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Polynukleotiden geeignet sind. 

Ein besonders bevorzugtes Phosphoramidit der vorliegenden Erfindung 1st 1-(5'-<M t 4-Dimethoxylntyh 
2 r -desoxy^Mbofuranosyl-3 t ^«2^ar^thyl)-N t N^iisop^ 

(siehe Verbindung 3 In Flgur 2). 

5 Die vorstehend" genannten Phosphoramidite oder H-Phosphonate der Lumazlnderivate konnen durch 
Umsetzung von am 5'-Ende geschutzten, vorstehend genannten Lumazinderivaten nach bekannten Metho- 
den hergestellt werden. Vorzugsweise wird das 5'-Ende des Lumazlnderivats zuerst durch eine 44- 
Dimetho^ftritylgruppe geschutzt und die resultlerende Verbindung anschllessend mit 2-Cyanoethoxy-bls- 
dllsopropylaminophosphin in Gegenwart von Diisopropylammoniumtetrazolid In das entsprechende 

w Phosphoramidit des Lumazinderivates umgesetzt Das hier bereits genannte. besonders bevoaugte 
Phosphoramidit i.( 5 '-0^,4'-Dimemo)<ytrity^^^ 

dnsopropyl-phosphoramidit)-6,7-dimethyWumazin 3 kann gemass Figur 2 hergestellt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Lumazlnderivate, die den Einbau von 
Lumazinen am 3'-Ende von Oligonukleotiden in der Festphasensynthese ermSglichen. 
75 Ein besonders bevorzugtes Lumazinderivat der vorliegenden Erfindung ist HS'-O^^-Dimethoxytrltyl- 
2^esoxy-a-D-ribofuranosyi-3'-0-succlnyO-67^nnethyl-lumazin (siehe Verbindung 16 in Figur 5). 

Die vorstehend genannte Verbindung kann durch Umsetzung des am F-Ende mit einer 4,4 , -Dimethox- 
ytritylgruppe geschOtzten Lumazinderlvats 2 nach bekannten Methoden hergestellt werden. Vorzugsweise 
wird das geschOtzte Lumazinderivat mit BemsteinsSureanhydrid unter Aktivierung umgesetzt und das 
20 Produkt als Salz der Saure Isoilert Die Herstellung des l-tS'-^^-Dlmethoxytrityl-a'-desoxy-orD-ribofuran- 
osyl-^-O-succinyihe.y-dimethyl-lumazin kann gemass Rgur 5 erfolgen. 

Bn weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist mit Lumazinderivaten modiflzlertes Controlled- 
Pore-Glas (CPG) (siehe Verbindung 17 in Rgur 5). welches Ublicherwelse als Tragermatertal In der 
Festphasensynthese verwendet wird. Andere fUr die Modlfizierung verwendbare Tragermaterialien. wie z.B. 
as Kieselgel konnen ebenfalls benutzt werden (F. Chow; T, Kempe; G. Palm; Nucleic Acids Res. 9. 2807 
n 981 1) 

Durch die Verknupfung des CPG-Materials mit Nukleosiden und deren Derivate konnen die verschie- 
densten Reste am 3*-Ende eines OHgonukleotides eingebaut werden. In der bevorzugten AusfUhrungsform 
der vorfiegenden Erfindung wird das Tragermaterial mit einem Lumazinderivat verknOpft, welches tQr den 
30 welteren Aufbau eines OHgonukleotids geeignet ist. 

Die Herstellung des funktionell modffizierten CPG erfolgt In an slch bekannter Weise durch Kupplung 
des i-fS'-M.^-Dlmelhoxyt^ 6.7-dimethyHumazin 18 mit fOr 

die VerknOpfung geeignetem CPG-MateriaJ. In der bevorzugten AusfUhrungsform erfolgt die Herstellung des 
funktionailsierten Tragermaterials gema'ss Rgur 5 durch Aktivierung von 16 mh Mesltylen-2-sulfochlorld 
36 (MsCI)undl-Methyl-imidazol(Melm). 

Mit diesem so erhaltenen Trager lassen sich Lumazinderivate am 3'-Ende von Ohgo- oder Polynukleoti- 
den einfUhren. Dies hat den Vorteil, dass zum Beispiel Energletransfersysteme zwischen Oligonukleotiden 
m6glich sind, die mit Donor oder Akzeptor an verschiedenen Enden der Oligonucleotide ausgertlstet sind. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemasse Energietransfersysteme mit diesen Bgenschaften sind: 



40 



5'-d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
5'-d(CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3* 
5'kJ(TCAACGTATGTTCACCG-LuLuLuLu) 3 f 



Ueberraschenderweise hat sich gezeigt. dass die Chromophore vom Lumazintyp gemass vorliegender 
Erfindung geeignet sind, Licht von einem Stickstoff-Laser auf Rutheniumkomplexe der Formel III zu 



50 



65 



Die Kombinationen Chromophor vom Lumazintyp/Ruthenlumkomplex der Formel III stellen damit 
Energietransfersysteme dar (mit dem Chromophor vom Lumazintyp als Donor und dem Ruthenlumkomplex 
der Formel III als Akzeptor), die fur Abstandsmessungen innerhalb eines oder zwlschen verschiedenen 
Molekulen ausserordentlich geeignet sind, da. wie bereits einleitend ausgefUhrt, auf Grund der Forsterglei- 
chung eine strenge Korrelation zwischen Energietransfer und dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor 

^^Solche Abstandsmessungen kBnnen zur Bestimmung von Molekulassoziationen zwischen verschiede- 
nen Molekulen, beispielsweise zwischen DNS- oder RNS-Sequenzen und Proteinen/Peptiden herangezogen 
werden wenn eine Molekiilart mit dem Donor und die andere mit dem Akzeptor ausgestattet ist. Dies kann 
zum Nachwels von Interaktionen dleser MolekUle und zum Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit 
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von MolekOlen herangezogen werderv Diese Nachweise ekjnen sich im besonderen fUr cfagnostische Tests, 
wie z.B. Immunoassays. Rezeptors^^ Eurooaischen 
Bne KoDDluna der Ru-Komp!exe der Forme! Ill an Proteine/Pepttde wurde in der Europaischen 

s bosiden am 5'-Ende nrit einer Aminofunktlon kann analog derjenigen von ThyrMn ^^^^ 
1517 [1988» erfolgen. Damit ist die Koppiung von Chromophoren vom Lumazintyp an Prot | m ^3^ r 
SSndungen zu bewerkstelligen. Dadurch ISsst sich ^ erfn f"^ e ^^!? iSSSl?^ 
stem zwischen einem Cbromophor vom Lumazintyp und einem Ru-Komplex der Formel II! .n solcnen Tests 
aTenTn W Z^tJll zwischen Proteinen/Peptiden eine Roto spieler, wie etwa be, Immuneae- 

to says ^ Rezeptorscreeningassays konnen auf dieser Basis aulgebaut warden. 

DuSh den Einbau des Energietransfersystems im gleichen MolekDI lessen sich Abstandsmessungen 
bJ^J^SSdlt durchfOhren. Durch den Einbau der Komponenten des ^^^^ 
verscniedena MolekOle lessen sich aber auch Abstandsmessungen zwischen ^^^^T 
» durchfOhren. Seiche Systeme steUen die bevorzugten erfindungsgemSssen ^ r ^^^^ n ^' 

DarOber hlnaus slnd die besagten Donoren, insbesondere die erfindungsgemSssen Limn^vato. 
geeignet In der tar die Anregung der Ruthenlumkomplexe verwendeten Kombinatlon von Stickstoff- und 
Farbstofflaser letzteren zu ersetzen. 9R9ftl , ft oH _ r 

Die Methodik der zeitaufgelSsten Ruoreszenz-Technik ist beisplelswelse ^in i der DTOS 2628158 ode 
der fruher erwahnten Europaischen Patentanmeldung Nr. 85.1113777.9 (Verfiffentiichungs-Nr. 178450) 

^Dte^chfoigenden Beispiele und Rguren illustrieren die vortfegende Erftndung ohne sie zu beschrSn- 
ken. 

Rgur 1 zelgt die Struktur des S'-Endes der Verbindung 11 (Beispiel 4). 

Rgur 2 zeigt schematisch die Herstellung von i-fSW.^-Dimethoxytrityl-a^esoxy^-Mbofuranosyl- 
3 f -0-(2-cyanoethyl)-N.N-diisopropyl-phosphoramidit)-6,7-dimethyWumazin (3). 

Rgur 3 zelgt schematisch die Synthase von verschiedenen DNS-Sequenzen. die ein oder mehrere 
Chromophore vom Lumazintyp anstelie einer oder mehrerer Nukleoside etngebaut haben oder zusatzlich 
am 5'-Ende der DNS-Sequenz enthatten. # 
30 Rgur 4 zeigt die gelelektrophoretische Analyse der Verbindungen 4-9 (Beispiel 3) und 10-15 (Beispiel 

4). 

Rgur 5 zeigt schematisch die Synthese des i-(5'-r>4 > 4 , -Dimethoxytrity!-2'-desoxy-orD-rlbofuranosyl-3'- 
Osuccinyi)-6.7-dimethyHumazin und des mit Lumazln modffizierten Tragers. 
Rgur 6 zelgt die Synthese des Ru-Komplex H-Phosphonats. 
35 Rgur 7 zeigt die Sequenzen der OHgonukleotide 20-25 und ihre Verwendung In Energietransfersyste- 



20 



25 



men 



Rgur 8 zelgt die Sequenzen der OHgonukleotide 20, 21, 23. 24, 25 und ihre Verwendung in 
Energletransfersystemen. 



40 Beispiele 

Alle Losungsmittel waren von hSchster Relnheit Das PhosphoramidH des Ruthenium 
(bathophenanthrolin)-Komptexes wurde in situ, wie von W. Bannwarth und D. Schmidt beschrieben 
(Tetrahedron Lett. 30, 1513. 1989), hergestellt. DNS-Synthesen wurden an festen Tragern (Adams et al., J. 

45 Am Chem. Soc. 105. 661 [1983]) mittels Phosphoramidit-Chemie nach publizierten Methoden, z.B. nach 
Sinha et al.. Nucleic Acids Res. 12, 4539 (1984) oder Bannwarth, Chimia 41, 302 (1987). durchgefUhrt 
ZeitaufoeiSste Ruoreszenzmessungen wurden in einem Volumen von 100 *l mittels elnes publizierten 
Apparates [Europaische Patentanmeldung, (Veroffentlichungs-Nr. 178450)] durchgefuhrt Kurzsaulenchro- 
matographle (CC). wie von Hunt und Rigby" beschrieben (Chem. Ind.. London. 1868 [1967]). wurde mit Silica 

so Gel 60 (0.063-0.040 mm, Merck) durchgefOhrt. i^^-desoxy-a-D-rlbofuranosyO-ej-dimethyHumazin (1) 
wurde, wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Ber. 106. 1401 (1973) beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 1 
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1- ( 5 1 -0-4 , 4 ' - Dime thoxytrity 1-2 * -desoxy-a-D-ribof uranosyl) - 
6,7-dimethyl-lumazin (2) 

5 



to 015 mmol (45 mg) der Verbindung 1 wurden zweimal In abs. Pyridin aufgenommen und ©vaporiert 
Dann wurde emeut In abs. Pyridin (5 ml) gelost und mit 0.25 mmol (85 mg) M'-Dimethoxytritylchlorid 
verselzt und bei Raumtemperatur (RT) gerUhrt Nach 1 h wurde 1 ml Methanol zugegeben und nach 
weiteren 15 Min. in gesSttigte NaHC0 3 -L6sung gegossen und dreimal mit Je 30 mi Methylenchlorid 
(CH 2 a 2 ) ©xtrahiert Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na^O* getrocknet und nach 

is Filtration vom Trockenmittel eingeengt Der RUckstand wurde Uber 10 g Kieselgei mittels Kurzsilutenchro- 
matographie mit 100 m! CH 2 CI 2 /EtaN (99/1) und 100 ml C^Cfe/MeOH/EtaN (97/2/1) aufgetrennt. Die reinen 
Produktfraktionen wurden gesammelt und eingeengt. Der RUckstand wurde nach Losen in 5 ml Chloroform 
durch Elntropfen In 150 ml n-Pentan gefallt. Das Prazipitat wurde gesammelt und getrocknet und lieferte 65 
mg (48.3%) reines Produkt 

20 

Beispiel 2 



l-{ 5 ' -0-4 , 4 * -Dimethoxytrityl-2 1 -desoxy-a-D-ribof uranosyl- 
3 • -O- ( ( 2-cyanoe thyl ) -N , N-diisopropyl-phosphoramidit ) - 6 , 7 - 
dimethyl-lumazin (2) 



30 



0.3 mmol (183 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) wurden in 15 ml MeCN (abs.) aufgenommen und 
©vaporiert Der RUckstand wurde dann erheut in 15 ml MeCN aufgenommen. mit 0.6 mmoi (180 mg) 2- 

36 Cyanoethoxy-bis-diisopropylaminophosphin und 0.3 mmol (51 mg) Diisopropylammonium tetrazolid versetzt 
und fOr 2 h geruhrt. Danach wurde die Mischung in 100 ml gesattigte NaHC0 3 -L6sung gegossen und 
dreimal mit je 30 ml CH 2 CI 2 extrahiert Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na 2 SO* 
getrocknet und nach Filtration vom Trockenmittel eingeengt Der RUckstand wurde Gber 10 g Kieselgei 
mitteis Kurzsautenchromatographle mit 100 ml CH.CM EtaN (99/1) und 100 ml CH 2 CI 2 /Et 3 N (98/2) 

40 aufgetrennt Die reinen Produktfraktionen lieferten 170 mg (70%) reines Produkt 



Beispiel 3 



Synthese von d ( GTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3 , 4, 
d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3 , I , 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 6, 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3, 5, 
d ( LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 8 und 
d ( LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) ~ , 9 . 
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Die Synthase wurde m« 180 mg C (4.87 ^ — ^^^^ 
Tragermateria. begonnen (Rg. 3). Die ^^^^^^SfsTBSle. 2) durchgefOhrt 
^yanoethytphosphoramidits ^.^^w^g^S^^ » P «g testes Tragerma- 
Immer wenn eln Lumazmdesoxyrlbosld Pl ^^^*"|*r_ " ass Rgur 3 fortgefOhrt FQr jede 
total mit der entsprechenden Sequenz abg^nrt und ^^^7 g 2^ Qt2ten 9 und noch an das 
Kettenverlangerung mit 3 wurden 20 mg di ^^ s „^^^S Schutzgruppenabspaltung mit 
teste Tragermateria! gekoppelten Sequenz wurden 8 mg abfletennt «■» (Bow 4). 
Ammoniak auf einem 20% Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedmgungen aufgetrennt (i-igur V- 



w Bejspjel 4 



25 



35 



Synthese von 

Ru Komplex-d(GTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 10, 

Ru Komplex-d ( GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 12, 

Ru Komplex-d ( GTTCALuAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 13, 

RU Komplex-d (GTTGACAALUAATCCTCACAATACC) 3, 14' 

Ru Komplex-d ( LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3, 11 und 

RU Komplex d ( LuLuLuLuLuGTTGACAAG AATCCTCACAATACC ) 3, 15. 



Nach Abspattung der Dimethoxytrityl-Schutzgruppe wurde der BathophenanthroBn-Ruthen.um ll-Kom- 
plex in Form seinesln situ hergestellten Phosphoramidits mit den Verbindungen 4-9 (Belsp.el 3) gekoppelt 
so (Bannwarth and Schmidt. Tetrahedron Letters 30. 1513 (1989))- Durch Behandlung mrt cone Ammomak 
wurden dann die Verbindungen 10-15 in ungereinigter Form erhaiten. Rgur 4 ze>gt die Analyse dieser 
Verbindungen mittels 20% Polyacrylamid-Gelelektrophorese. . 

Die Verbindungen 10-15 in reiner Form wurden entweder mittels Umkehrphasen-HPLC Oder m.ttels 
prSparatlver eelelektrophorese und nachfolgender Bektroelution erhaiten. 



Belsplel 5 



Fluoreszenzmessungen mit den Verbindungen 11-15 zur 
Bestimmung der Effizienz des Energietransfers 



4S 



Die Ruoreszenzintensitaten der Verbindungen 11-15 wurden mittels zeitautgeloster Ftuoreszenz-Tech- 
nik gemessen. Die Verbindungen H-15 wurden mittels Lichtpulsen eines Stickstofflasers (0.7 ns bei 337 
nm) angeregt und das Ruoreszenzlicht wurde mittels eines Photoverstarkers gemessen. 

Die gemessene Intensitat der Fluoreszenz l F bei 618 nm (Emissionswellenlange des Rutheniumkomple- 
50 xes) kann durch die Summe von 3 Komponenten beschrieben werden: 

1 F = If, + If* + fea. 

If, ist die Fluoreszenzintensitat des Lumazin bei 618 nm. l Fi stellt die durch direkte Anregung verursachte 
65 Bnission des Ru Komplexes dar und l F3 bezeichnet den Fluoreszenzintensitats-Beltrag des Energietrans- 
fers. Da In praktisch null ist ISsst sich die gemessene Fluoreszenzintensitat so schreiben: 

l F " If2 + If3- 
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In der folgenden Tabetle sind die Efflzienzen (E) des Energietransfers der Verblndungen 10-15 aufgefUhrt 
Dlese wurden nach der Formel 



_ X F - T F2 . 100 [%] 
X F2 



berechnet 



Verbindung E (%) 



11 15.0 

12 12-6 

13 5.4 

14 4.1 

15 77.0 



Die Tabelle offenbart eine Korreiatlon zwischen der Effizlenz des Energietransfers und dem Abstand 
zwischen Donor (Chromophor vom Lumazintyp) und Akzeptor (Rutheniumkomplex). Ausserdem ISsst slch 
durch den Elnbau mehrerer Donoren die Effizienz des Transfers stelgern, wie mlt Verbindung 15 gezeigt 

Beispjol 6 

Syn these von 5' d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' (20 ) 



A Synthese von HS'-OM^'-Dimethoxytriryl-^esox 
zln (16). 

0,29 mmol (175 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) wurden mehrmais in trockenem Pyridin aufgenommen 
und evaporiert. Der RUckstand wurde in 5 ml trockenem CH2CI2 aufgenommen und 0,91 mmol (91 mg) 
Bernstelnsaureanhydrid, 0,33 mmol (41 mg) DMAP sowie 0,91 mmol (126 /il) EtaN zugegeben und die 
Mischung fOr fOnf Stunden bei Raumtemperatur gerOhrt. Die Mischung wurde in 10 ml 1%lge Essigsaure 
gegossen und dreimal mit ]e 50 ml CH2CI2 extrahiert Die verelnigten organischen Phasen wurden 
getrocknet und eingeengt. Der RUckstand wurde Uber 20 g Kieselgei durch Saulenchromatographie mit 
Chfe^/EbN (99/1) und stelgendem Ethanolgradient (1,3, 5%) gereinigt. Reine Fraktionen wurden 
gesammelt und eingeengt. Das Produkt (DC; Rt 0,32; CHbCfe/MeOH 9/1) wurde in 5 ml CH 2 CH 2 /1% 
NEta gelost und in 350 ml n-Pentan gefallt. Der Niederschlag wurde gesammelt und getrocknet 
Ausbeute: 165 mg (79%) von 16 als Triethylammoniurnsalz. 

B. Funktionalisterung des CPG-TrSgers mlt 1-(5 , -0-4,4'-Dimemoxytrityl-2 t -desoxy-a-D-ribofuranosyl-3 , -O- 
succinyl)-6,7-dimethyl-lumazin (16) zu Verbindung 17. 

2,5 g des CPG-TrSgers und 0,18 mmol (130 mgT von Verbindung 16 wurden zusammen in 10 ml 
trockenem Pyridin mehrmais evaporiert. Der RUckstand wurde in 10 mllrbckenem Pyridin aufgenommen 
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und 46 mmol (1.0 g) Mesitylen^Sulfochlorid sowie 4 mmol (0.4 ml) 1 " M8m y Mm,d ^^ e ^ 
Wahrend der Reaktionszeit (18 Stunden) wurde gelegentfich umgaschUttelt Das Gemtech wurde filbert 
und mit Pyridln und Kther gewaschen. Nlchtabreagierte Aminogruppen wurden dutch 2^ yon15 rni 
einer Losung aus 1 g DMAP, 2 ml Ac 2 0 und 2 ml LuUdin btocWert Nach 30 MInuten wurde die Lbsung 
abfiltriert und der funktionallsierte Trager mil Pyridln und Kther gewaschen und getrocknet Dutch UV- 
Messung der abgespattenen DMTr-Gruppe (490 nm) wurde eine Beladung des Tragers (17) von 27 

r S^Zsfdes SMumazinderivatisierten Oligonukleotids 5' d(TQGGATAGGTGGATTATLuLuLuU,)3' 

• ^Synthase des Oligonukleotids erfolgte mlt dem in Tell B. hergestellten Trager (17) unter Verwendung 
des Lumazinphosphoramidltes 3 aus Belspiel 2. Dazu wurden 1.08 ,mol (40 mg) des Triers mit 24 
umol (20 mg) der Verblndung 3 und 240 pmol (17 mg) Tetrazol In 0.5 ml trockenem MeCN In elnern 

. Standardreaktionszyklus gekup^elt Nach dem Bnbau der Lumazinchromophoren anr i 3 -Ende > 
Synthase mlt normalen Phosphoramldlten fortgesetzt. Nach Entschutzung mlt NH 3 erfolgte die Isoherung 
des Oligonukleotids (20) durch Bektroelution nach praparativer Gelelektrophorese. 
Belspiel 7 



Synthese von Ru Komplex-d ( ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT ) 3M21) 



A. Synthese des H-Phosphonats des Bathophenanthrolln Ru (111) Komplexes (18). 
VerfahrenA: 

In eine Losung von 2.7 mmol (180 mg) Imidazol und 2.8 mmol (380 /«!) EfeN in 10 ml trockenem MeCN 
wurde unter Argon innerhalb von 5 Minuten mlt elner Spritze 0,8 mmol (70 p\) PCI 3 zugegeben und die 
Mlschung Wr 30 Minuten be! Raumtemperatur (RT) gerUhrt. Separat dazu wurden 0,1 mmol (126 mg) 
des Ru-Komplexes mit trockenem MeCN evaporlert und nach Aufnahme in 10 ml MeCN zu der 
Mischung mlt dem Trisimidazoylphosphin gegeben. Nach 2h RUhren bei RT wurde die Mischung in 100 
ml 0.1 M TEAA pH 7.0 gegossen und mit CH 2 Cl 2 (3x50 ml) extrahiert Die vereinigten organlschen 
Phasen wurden Ober Na 2 SO* getrocknet. Nach Einengen wurde der ROckstand mit Ather digerlert und 
anschliessend gewaschen. Nach Trocknen wurden 120 mg (86%) des H-Phosphonats 18 erhalten. 
Verfahren B: 

0.1 mmol (126 mg) des Ru-Komplexes wurden mit MeCN evaporlert, in 5 ml trockenem MeCN und 1 ml 
trockenem Pyridin gelost und eine L5sung von 0,5 mmol (101 mg) Salizylchlorophosphin in 2 ml 
trockenem MeCN dazugegeben. Diese Reaktionsmischung wurde bei RT fOr 1.5 h gerOhrt in 50 ml 0,1 
M TEAA gegossen und, wie in Verfahren A beschrieben. aufgearbaitet. Ausbeute: 120 mg (86%) des H- 
Phosphonats 18. 

B Kopplung von Ru Komplex H-Phosphonaten an Oligonukleotide. 

Das digonukleotid mit der Sequenz d(ATAATCCACCTATCOCAGTAGGAGAAAT) 3* wurde In bekannter 
Welse hergestellt und am 5'-Ende entschUtzt am Trager belassen. 26 pmol (36 mg) Verblndung (18) 
wurden mit trockenem MeCN evaporlert und in 1 ml trockenem Pyridin aufgelost 0.5 ml oleser Losung 
wurden gleichzeitig mit 7,3 H \ Prvaloylchtorid, gelost in 0,5 ml trockenem MeCN. zu 0.4 ,«mol des 
tragergebundenen Oligonukleotids d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3* gegeben. Nach einer 
Kupplungszeit von 4 Minuten wurde der Trager gewaschen und nochmals mit der gletchen Menge an 
Reagenzien umgesetzt. Danach erfolgte die Oxidation mit 1 ml 0.2 M J 2 /THF und 1 ml EtaN/HzO/THF 
(1:8:1, v/v) und Waschschritte mit MeCN und Ather. Zum EntschOtzen wurden 10 mg des TrSgers mit 
700 pi konz. Ammonlak fOr zwel Stunden bei 67* C behandell Durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
konnte die vollstandige Umwandlung des Startoligonukleotids In das mit dem Ru Komplex markierte 
Oligonukleotid (21) gezeigt werden. 
Belspiel 8 
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Fluoreszenzmessungen mit den Verbindungen 20-25 zur 
Bestinimung der Ef f izienz des Energietransfers 



Urn die EnergieObertragung zwischen Lurnazin und Ru-Komplex, die jeweils mit verschiedenen MolekU- 
io ten verknOpft slnd, zu bestlmmen. wurden die Oligonukleotide (20) und (23) sowie das Ru-Komplex 
marklerte Oligonukleotid (21) an ein synthetisches Templat (22) hybridisiert und die EnergieObertragung 

^^e^Oiigonukieotide (24) und (25) wurden als negative Kontrolien (keine EnergieUbertragung) eingesetzt 
(slehe Rg 7) Zur Charakterisierung'des Energietransfers sind in der folgenden Tabelle die Verhaltnisse der 
is gemessenen RuoreszenzirrtensitSten l F und 1 R der getesteten Oligonukleotide aufgefOhrt Dabei werden fOr 
i F und l F2 die Definitionen von Beispiel 5 herbeigezogen. 



Hybrid 



F F2 



20 



25 



30 



22/21/25 l f 0 

22/21/21 1,1 

22 / 21/ 23 1 , 9 

22/21/20 2 , 2 



In den Fallen* in denen die Oligonukleotide 24 und 25 verwendet wurden (negative Kontrolien), war 
keine EnergieObertragung zu beobachten (Mr ~ 1). Bei passender Hybridisierung (Hybrid 2^21/20 und 
22/21/23) war ein Energietransfer mSgilch, der durch die Verdoppelung der Signalintensitat fur das 
RuoTeszenzlicht aus dem Energietransfer angezeigt wurde (If/If2 " 2). 
3$ Somit war durch die Messung des Energietransfers eine klare Aussage m6glich, ob eine Hybridisierung 
der beiden Donor/ Akzeptor Oligonukleotide an ein gesuchtes Target, in diesem Fall eine DNA-Sequenz. 
stattgefunden hatte. 

Die gleichen Sequenzen 21-25 wurden auch dazu verwendet, den Energietransfer zwischen zwel 
getrennten MolekUlen zu bestimmen, ohne dass diese, wie oben beschrieben, liber ein drittes MolekOI 

40 fixiert werden mussten (Fig. 8). Es wurde dabei nur die Spezifitat der Erkennung zwischen den beiden 
Verbindungen des Energietransfersystems ausgenQtzt Im vorliegenden Fall hybridisierten die Oligonukleoti- 
de 21/20 und 21/23 aufgrund ihrer Basenzusammensetzung miteinander und bildeten mit ihren Chromopho- 
renWEnerg^eTrarTsfersystem. DemgegenOber konnte das mit einem Chromophor marklerten Oligonukleotid 
24 nicht mit 21 hybridisieren. Das Oligonukleotid 25 hybridisierte zwar mit 21^ es trug aber kein fUr ein 

45 EnVgietransfersystem benotigtes Chromophor. Wie die unterstehende Tabelle zeigt, ergaben sich bel den 
Fluoreszenzmessungen nur bei den Paaren 21/20 und 21/23 die erwarteten Energietransfers, wShrend die 
anderen beiden Paare 21/24 und 21/25 keine Transfers zeigten (Kontrolien). 
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Hybrid 




21/20 
21/23 
21/24 
21/25 



1,9 
1.8 
1,0 
1,0 



Patentanspruche 



1. Energietransfersysteme bestehend aus zwel organlschen Verbindungen. von denen die etne ein 
Chromophor vom Lumazintyp ist urid die andere, mit der sie in Wechselwirkung steht. ein Ru-Komplex 



2. Energietransfersysteme nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass das Chromophor vom Luma- 
zintyp ein Lumazinderivat der allgemeinen Formel 



ist. worin Rt und R 2 jeweils fUr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substitulerte d-io-Alkylgruppe, V- 
Ribosyl. r(2*-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R3 fOr ein H- 
Atom Oder fUr eine gegebenenfalls substitulerte Ct-to-Alkylgruppe steht; und FU filr eine gegebenen- 
falls substituierte Ci-10-AIkylgruppe, V-Ribosyl. r(2'-Desoxy ribosyl) Oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht; 
oder der allgemeinen Formel 



ist, worin Rs und Re jeweils fOr eine gegebenenfaJIs substituierte Ci-to-Alkytgruppe stehen; und Rt 
and Ra fOr 1 '-Ribosyl, V(2'-Desoxy ribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

3. Energietransfersysteme nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. dass der Rutheniumkomplex 
eine Verbindung der allgemeinen Formel 



ist. 




I 



R 2 
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Ru** Li U U I" 



J5 



20 



rilr L1 4 

ist wobel die Ugandan L,, U und U ^™£xribm**l 1st, wobel A elne Alkykmgruppe. die 
^teHen. und der Uga* U JitaSoxami^nklionen tragen kenn und X sine 

auch Sulfonamid-. TWoBthar- Ather-. ^<bo*y °*J eine phoS p htt . oder Phosphat- 

^IT^X^^^ ^phonal- oder ..ophos^pe. Oder 
eine Yonstwie geeignete Funktlon darstellt 

,o 4. Hnergieiransfersys^^^^ 

phor vom Lumazintyp ein Uw»»*"££ V-rcboayl. V(2--Desoxyribosyl) odar dan 

^Atom.einegegebenenlallssubs^e^C^^^^^ ^ mr ^ gegebenenfalls 

Rast ainar anatogen Hydro^a^ong tfehen R, ^ substituiarta C-.-A.kylgruppa. 

^^V&^K^RS E J&. Hydroxyvetfndu* steht 

^eniX^^ 

^0«l e r den Rest ainar analogen Hydroxyverbmdung stehen. 

^ *„o^irh« 1-5 dadurch gelcennzeichnet. dass ain odar 
6. Enargiatransfarsystama nach «wn de DNS - odar RNS-Sequenz odar innerhalb ainar 
mehrare Chromophora vom Lum^ntyp^ am B .da atna ln der DNS- odar RNS-Sequenz 

substituiert sein konnen. 

* K-t:Si:X!S^«^ TccTcACAATAC013 ' 

r hi nhAr sine sehr stabile Phosphodiesterbindung 

40 ri^ofuranosy1)-6.7-dimethyl-luma2in [Lu] sind. 
DNS- Oder RNS-Sequenzen eingebaut smd. 

50 10. Verwendung nach Anspruch 9 in diagnosBschen Tests. 

11 . DNS- odar RNS-Sequenzer, die aine odar mehrere Cbromopbora vom Lumazintyp enthaHen. 

- ^nmrh 11 dadurch gekennzeichnet. dass die Chromopbore 
-,2 DNS- odar RNS-Sequenzen gamass Anspruch 11. dadurcn 9 
« vol LumazintypLumazinderivate der aHgeme.nen Forme! 
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O 




worin Ri und R 2 jewells fOr ein H-Atom, eine gegebenenfalis substitulerte Ci-io-Alkylgruppe, 1'- 
Ribosy! Vf^-Desoxy-ribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fOr ein H- 
Atom Oder fur eine gegebenenfalis substitulerte C,-, 0 -AIkyIgruppe stent; und R* fOr eine gegebenen- 
falls substituierte Ct-to-Mkylgruppe, r-Hlbosyl. r<2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung stent, 
oder der aJigemeinen Formel 



O 




II 



worin Rs und Re jeweils fur eine gegebenenfalis substituierte Ci-10-Alkylgruppe stehen, und R 7 und R B 
far V-Ribosyl, r(2*-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, sind. 

13. DNS-Sequenzen nach Anspruch 12 mtt den folgenden Formeln 

d(LuGTTGACAAQAATCCTCACAATACC) 3', 
d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3;, 
d(Lu LuLu LuLuGTTG ACAAG AATCCTCACAATACC) 3*. 
d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
d[CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3* 
dfTCAACGTATGTTCACCGC-LuLuLuLu) 3.. 



14- DNS-Sequenzen nach Anspnjch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore vom Lumazintyp 
(Lu) l^-desoxy-o-D-ribofuranosyO-ey-dimethyl-iumazin sind. 

15. Lumazinderivate der allgemeinen Formel 
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5 




I 



I I 

R 2 R 4 



win Ri und R2 jeweils fOr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci-,o-Mkyigruppe. V- 
Ribosyl rc^Desoxyribosyl) Oder den Rest elner analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 filr em H- 
Atom Oder fUr eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Alkylgruppe steht; und R* fQr eine gegebenen- 
falls substituierte C,-, 0 -Atkylgruppe, V-Ribosyl. V(2M>esoxyribQsyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
Oder der allgemeinen Formel 



O 



26 




II 



R 7 



30 



worin R s und FU jeweils fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-AlkyIgruppe stehen. und R 7 und Ra 
fQr V-Ribosyl. 1'(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

16. Phosphoramldlte oder H-Phosphonate der Lumazinderivate nach Anspruch 15, Insbesondere 1-(5'-0- 
35 ^^Dlmethoxy-trltyl^'-desoxy-a-D^bofuranosyl-a ^((2-cyanoethyl)-N.N-d!isopropyl-phosphoramldit)- 

6.7-dimethyl-lumazin. 

17. Mit Lumazinderlvaten gemSss Anspruch 15 modifiziertes Tragermaterial, Insbesondere HS'-O-M'- 
Dimethoxy-trityl-2*<!esoxy-a4>ri^ 

18. Verwendung des Tragermaterfals nach Anspruch 17 in der Festphasensynthese. 

19. Verfahren zur Herstellung von Energietransfersystemen, bestehend aus zwei organlschen Verbindun- 
gen von denen die eine ein Chromophor vom Lumazlrrtyp 1st und die andere, mit der ste in 

45 Wechselwirkung stehn. ein Ru-Kompiex ist. dadurch gekennzeichnet. die beiden Chromophore nach 
beschriebenen Methoden unabhSngig voneinander synthetislert werden und fUr die Wechselwirkung in 
raumfiche Nahe gebracht werden. 

20. Verfahren zur Herstellung von DNS- oder RNS-Sequenzen. die eine oder mehrere Chromophore vom 
50 Lumazintyp enthalten, dadurch gekennzeichnet, dass Lumazinderivate der allgemeinen Formel 
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O 




I 



worin Ri und R 2 jeweils fOr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substltulerte Ci~io-Alkylgruppe. 1- 
Ribosyl I'^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxy verblndung stehen; R 3 fUr ein H- 
Atom Oder fUr eine gegebenentalls substituierte C-io-Alkylgruppe steht; und R* fOr eine gegebenen- 
falls substituierte C,-io-Alkylgruppe, V-Ribosyl. V(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer anaJogen 
Hydroxyverbindung steht, 
oder der allgemeinen Fomnel 



O 




II 



worin Rs und Rs jeweils fUr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylg™PPe stehen, und R 7 und Rs 
fUr 1'- Ribosyl, 1 '(2-Desoxy ribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, in einer 
far die Kopplung geeigneten Form, vorzugsweise als Phosphoramldite, H-Phosphonate oder aktivierte 
Phosphatfunktionen irn Verlauf der DNS- oder RNS-Synthese in die zu synthetisierenden Sequenzen 
kovalent elngebaut werden. 

\ 

21. Verfahren zur Herstellung von mit Lumazinderivaten verknOpftem Tragermaterial, dadurch gekennzeich- 
net, dass Lumazinderivate der allgemeinen Formel 



O 




I 



R 2 R 4 



worin Ri und R 2 jeweils fur ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe. V- 
Ribosyl, r^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fur ein H- 
Atom oder fur eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe steht; und FU fur eine gegebenen- 
falls substituierte Ci -io-Alkylgnjppe. 1 '-Ribosyl, V(2'-Desdxyribosyl> oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
oder der allgemeinen Formel 
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O 



worin Rs und R$ jeweils fpr elne gegebenenfalls substituierte Cj-m-Alkytgruppe stehen, und R7 und R» 
fur I'-Ribosyl, I'^'-Desoxyrlbosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen, nach 
Oberfdhrung in eine fQr die VerknOpfung mit dem TrSger geeignete Form, vorzugsweise als Succinyl- 
75 derivat, mit diesem unter Bildung einer kovalenten Bindung gekoppelt werden. 

22. Energietransfersysteme nach Anspruch 1, hergestellt nach einem Verfahren gemSss Anspruch 19. 

23. DNS- und RNS-Sequenzen nach Anspruch 12, hergestelit nach einem Verfahren gemSss Anspruch 20. 

20 

24. TrSgermaterial nach Anspruch 17, hergestellt nach einem Verfahren gemSss Anspruch 21. 



26 
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FIG 2 




20 



BP 0 439 036 A2 



FIG 3 
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FIG 5 
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FIG 6 




Methode B 
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FIG 7 
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3'" ~ II 

(X) 3' 

5' 

/KEIM ENERGIE- 
TRANSFER 

® 

dtACCCTATCCACCTAATAAAAATATTAGGTGGATAGGGTCATCCTCTTTA}^ 

22 

d(TGGGATAGGTGGATTAT-Lu 4 ) Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 
20 vl/ 21 

ENERGIE-TRANSFER 



d(CTACTGGGATAGGTGGA-Lu 4 ) 2 3 
dCTCAACGTATGTTCACCG-Lu 4 ) 24 

Kontrollen 

d(TGGGATAGGTGGATTAT) 2 5 
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FIG 8 



ENERGIE /*»© 3" KEIN ENERGiE (A) 

TRANSFER V. (g) 5 ' TRANSFER 



/^■Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3 < 21 



d(Lu 4 -TATTAGGTGGATAGGGT) 5 * 20 



d(Lu 4 -AGGTGGATAGGGTCATC) 5 * 23 
d(Lu 4 -GCCACTTGTATGCAACT) 5 ' 24 



d(TATTAGGTGGATAGGGT) 5 25 



Kontrollen 
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